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REZIME

U radu je ispitivana mogucnost koriscenja fizioloskih parametara kao osnove za razd-
vajanje rezistentnih od osetljivih populacija Chenopodium album L. na atrazin. Praceni su
intenzitet transpiracije, otpor prema difuziji i relativni sadrzaj ukupnog hlorofila. Semena
su prikupljena sa povriine na kojoj je atrazin korisc¢en 10 godina (lokalitet Veliki Crljeni) i
sa povrsine na kojoj nikad nisu primenjivani herbicidi (lokalitet Beograd). Referentna rez-
istentna populacija dobijena je iz laboratorije iz Velike Britanije. Biljke su gajene u kontro-
lisanim uslovima i tretirane atrazinom (2, 4 i 8 kg/ha) u fazi 2-4 lista. Promene ispitivanih
parametara su merene 7.1 15. dana od primene atrazina.

Dobijeni rezultati su pokazali da kod referentne rezistentne populacije tretirane her-
bicidom nema znacajnih promena na nivou posmatranih parametara. Medutim, kod
populacija sa lokaliteta V.Crljeni i Beograd doslo je do znacajnog smanjenja intenziteta
transpiracije i relativnog sadrzaja hlorofila, i do povecanja otpora prema difuziji. Statisticka
obrada podataka je pokazala da se na osnovu svih parametara moze izvrsiti razdvajanje
osetljivih i rezistentih populacija Ch. album prema atrazinu, s tim 3to se relativni sadrzaj
ukupnog hlorofila u poredenju sa druga dva parametra pokazao kao pouzdaniji param-
etar. Prirodna dnevna dinamika fiziolodkih procesa i njihova zavisnost od velikog broja
¢inilaca (sadrzaja 0, i CO, u vazduhu, vlaZnosti vazduha, otvorenosti stoma i sl.) umanjuju
pouzdanost intenziteta transpiracije i otpor prema difuziji kao parametara.

Klju¢ne reci: Rezistentnost; otpor prema difuziji; intenzitet transpiracije; sadrzaj
hlorofila; Cenopodium album L.
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uvoD

Prve reakcije biljaka na stresni momenat su
promene u fizioloskim procesima. Atrazin kao
inhibitor fotosinteze blokira transport i akceptore
elektrona, razara fotosintetske pigmente, smanjuje
produktivnost fotosinteze, intenzitet transpiracije
i provodljivost stoma (Moreland, 1980). Kod
rezistentnih biljaka se, takode, oseca pad »fitnesa«
(sposobnost prezivljavanja, porasta, reproduktivnosti
i prilagodavanja) pod uticajem herbicida, ali one,
ipak, prezive, odnosno veoma brzo se oporave od
stresnog efekta. Dakle, produktivnost fotosinteze
se donekle smanjuje iako se metabolicke reakcije
ubrzavaju, §to dovodi i do strukturnih promena,
najéese na proteinima (zamene amino-kiselina),
ali to ipak ne unistava biljku, iako je izloZena
stresu prouzrokovanom herbicidom (Gronwald
i sar., 1989; Yaacoby i sar., 1996; Powles i Shaner,
2001). Veéi broj literaturnih izvora ukazuje da
se nivo razlika izmedu rezistentnih i osetljivih
populacija najpouzdanije utvrduje merenjem
razlicitih morfoloskih (Moss, 1995. 1 1999; Beckie,
2000; Smit i Cairns, 2001) i fizioloskih parametara
(Percival i Baker, 1991; Maxwell i Johnson, 2000).

U ovom radu je ispitivana mogucnost da se na
0snovu merenja promena intenziteta transpiracije,
otpora prema difuziji i sadrZaja ukupnog hlorofila
postigne razdvajanje rezistentnih od osetljivih
populacija Chenopodium album L. u odnosu na
atrazin.

MATERIJAL | METODE

Ogled je izveden u kontrolisanim uslovima
(staklenik) tokom 2003. godine. Semena testiranih
populacija su prikupljena sa povrsine gde je atrazin
koris¢en 10 godina (lokalitet Veliki Crljeni) i
sa povrdine na kojoj nikada nisu primenjivani
herbicidi (lokalitet Beograd). Biljke Ch. album su
gajene u plasti¢nim sudovima (6.3 x 7.6 x 8.3 cm)
u supstratu mesavine zemlje (2 x 0.107 m?), perlita
(2 x 0.169 m*) i dubriva (oko 4 kg/m?). Dnevna
temperatura vazduha je varirala izmedu 28 i 33°C.
Dodatno dnevno osvetljenje je obezbedivano
lampama (Sylvania - cool white 115 W i Sylvania
50 W-277V) da bi se postigla duzina dana od 15
sati sa intenzitetom svetlosti od 350 pmol/m?s.
Vlaznost vazduha se kretala od 75-80%. Neophodna
vlaznost zemljista je obezbedivana zalivanjem kada
je to bilo neophodno. Biljke su svakog drugog
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dana pomerane da bi se minimiziralo variranje u
rastu izazvano razli¢itom ekspozicijom u odnosu
na prirodnu svetlost. Atrazin je primenjen pomocu
laboratorijske prskalice (Tee-jet 8001-E 200 L/ha)
kada su biljke bile u fazi 2-4 lista u koli¢inama 2,418
kg/ha. Intenzitet transpiracije i otpor prema difuziji
su mereni porometrom Licoor 1600, a relativni
sadrzaj hlorofila spektrofotometrijski na intaktnim
biljkama sa aparatom Spad-metar. Eksperiment je
uraden po metodi pracenja morfoloskih i fizioloskih
parametara na biljakama u kontrolisanim uslovima
(Clark i Moss, 1989; Moss, 1995). Ocena testiranih
parametara je radena 7.1 15. dana od primene
atrazina,a dobijene vrednosti su statisticki obradene
analizom varijanse (ANOVA) i LSD testom.
Stepen razlika izmedu populacija je definisan
indeksom rezistentnosti (Clark i Moss, 1989).
Njegova vrednost se dobija iz odnosa parametara:
LD,, rezistentne populacije sa LD, osetljive
populacije. Visi stepen pouzdanosti se dobija ako
se vrednost indeksa (dobijen poredenjem osetljive
1 pretpostavljeno rezistentne populacije) uporedi sa
vrednos¢u dobijenom poredenjem pretpostavljeno
rezistentne 1 potvrdeno rezistentne populacije.

REZULTATI

Rezultati izvedenih istrazivanja su pokazali da se
na osnovu ispitivanih parametara mogu razdvajati
rezistentne od osetljivih populacija Ch. album na
atrazin.

Sve primenjene koliCine atrazina su uticale na
dobijanje znacajnih razlika izmedu tretiranih i
netretiranih  biljaka pretpostavljeno rezistentne
- R (lokalitet V. Crljeni) i osetljive ~ S (lokalitet
album (Tabela 1).

Intenzitet transpiracije se smanjivao, a otpor prema

Beograd) populacije  Ch.

difuziji povecavao, ali ne srazmerno povecanju
koli¢ine atrazina. Razlike izmedu samih tretmana
nisu uvek imale znacaja, §to se moZe dovesti u
vezu sa prirodom posmatranih parametara, kao i
zbog osetljivosti populacija (Tabela 1). Promene
ispitivanih parametara tretiranih i netretiranih
biljaka referentne rezistentne populacije (RR,
lokalitet V. Britanija) nisu imale znadaja, $to je i
o¢ekivano s obzirom na to da je u pitanju potvrdena
rezistentna populacija  pepeljuge. Medusobno
poredenje populacija  (RR:R, RR:S, R:S) je
pokazalo da se one razlikuju u osetljivosti, odnosno
rezistentnosti prema atrazinu (Tabela 2). Medutim,
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merenja intenziteta transpiracije i otpora prema
difuziji, kod svih posmatranih populacija pokazala
su znacajna variranja vrednosti koja smanjuju
pouzdanost koris¢enja ovih fizioloskih parametara.

Merenja relativnog sadrzaja ukupnog hlorofila su
pokazala da su razlike izmedu kontrole i tretmana
i izmedu razli¢itth populacija prisutne, statisti¢ki

znafajne i, prema nasem misljenju, relativno
pouzdane budu¢i da se radi o parametru Cdije
vrednosti nisu u funkciji dnevne dinamike (Tabela
1), §to se moze i videti na slici 1. Razlike izmedu
testiranih populacija nisu bile jasno izrazene 24 sata
posle primene atrazina (Slika 1a) ve¢ je potrebno da
prode izvestan period (3 do 6 dana) da bi promene,

Tabela 1. Razlike izmedu tretmana za testirane fizioloske parametre
Table 1. Difference between treatments for testing physiological parameters

Otpor pre Intenzitet Ukupan sadrzaj
Parametri POt prema transpiracije hlorofila
difuziji
Parameters P . Intensity of Total content of
Diffusive resistance S
transpiration chlorophyll
Ocena (Mark) I 11 I I I 11
Tretman (Treatmans)
Kokgha - Nz ¢ Nz - e
K_4 kg/ha *% * *K *% *¥% *%
K_8 kg/ha *% *% *% Fk *% *%k
2-4 kg/ha * NZ NZ ** NZ -
2_8 kg/ha NZ * % *k * ok
4-8 kg/ha ** NZ NZ NZ = *
p<0.01*;  p<0.05% NZ = razlike nemaju znacaja; K = kontrola; I = ocena posle 7 dana;

II = ocena posle 15 dana

ND = No significant differences; K = Control,

I = mark after 7 days;

IT = mark after 15 days.

Tabela 2. Znacajnost razlika izmedu razlicitih populacija Chengpodium album L. tretiranih atrazinom na

osnovu fizioloskih parametara

Table 2. Significant differences beetwen different populations of Chengpodium album L. sprayed with atrazin

based on physiological parameters

Otpo Intezitet Ukupan sadrzaj
Parametri por prema transpiracije hlorofila
difuziji
Parameters Diffusive resistance Intengty.of Total content of
transpiration chlorophyll
Ocena (Mark)
1 11 1 11 I 11
Tretman (Tretmans)

RR:R *x NZ Hk sk *ok Hok

RR:S ok ok sk ok ok Kok

R:S *k ok * KK T * T ‘*Nii o
p< 0.01*% p< 0.05%

NZ = razlike nemaju znacaja; K = kontrola; I = ocena posle 7 dana;

RR = pop. V. Britanija;
K = Control,

II = ocena posle 15 dana;
ND = No significant differences,
RR = Pop. Great Britain,

R = Pop. V. Crljeni,

S = pop. Beograd.
II = Mark after 15 days,

R = pop. V. Crljeni;
I = Mark after 7 days,
S = Pop. Belgrade.
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kao rezultat razli¢ite osetljivosti prema atrazinu,
bile uocljive (Slika 1b). Zbog toga je stepen razlika
izmedu ispitivanih populacija izrazen indeksom
rezistentnosti samo za ukupan sadrzaj hlorofila.
Visoka vrednost indeksa potvrduje znacajne razlike
izmedu rezistentne 1 ostalih populacija: IR 2= 64
Rz = 365 IR, = 6. Medutim, razlike izmedu R i
S populacija nisu velike ali su prisutne. Nivo rezlika
je definisan skalom Moss i saradnici (1999) koja
je formirana za morfoloske parametre i po kojoj
je kod R populacije utvrdena samo pocetna stopa
rezistentnosti.
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Uodili su tendenciju rasta intenziteta transpiracije
i provodljivosti stoma do 13 sati, a zatim opadanje
njihove aktivnosti, pri ¢emu nije bilo razlike izmedu
rezistentnih i osetljivih populacija, §to se slaze sa
nasim konstatacijama.

Sadzaj hlorofila, takode, zavisi od niza ¢inilaca:
polozaja i arhitekture lista, anatomske grade,
svetlosti, starosti listova, dinamike
uporednih procesa sinteze i razgradnje organskih
materija i sL.,1za razliku od intenziteta transpiracije,
ove promene nemaju pravilanu dnevnu dinamiku
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SI. 1: Sadrzaj hlorofila zavisno od vremena i koli¢ine primene atrazina: a) 24 sata posle primene; b) 5 dana posle

primene; RR = pop. V. Britanija; R = pop. V. Crljeni; S = pop. Beograd.

Fig. 1: Chlorophyll content vs time and doses applied atrazine: a) 24hours after applied; b) 5 days after applied;
RR = Pop. G. Britain; R = Pop. V. Crljeni; S = Pop. Belgrade.

DISKUSIJA

Utvrdene razlike izmedu ispitivanih RR, R i §
populacija su bile ocekivane, s obzirom da su biljke
dobijene iz semena iz V. Britanija (RR) potvrdeno
rezistentne na atrazin. Iako su sva tri fizioloska
parametra (intenzitet transpiracije, otpor prema
difuziji i relativni sadrzaj hlorofila) potvrdili da
razlike postoje, najve¢u pouzdanost je pokazalo
merenje relativnog sadrZaja hlorofila. Promenc
intenziteta transpiracije i otpora prema difuziji su
dnevne i zavisne od veéeg broja faktora, kao sto
su otvorenost stoma, odnosno doba dana kada su
merenja izvodena, sadrzaja vlage, 0,1 CO, uvazduhu
i sl. Sve to upucuje na konstataciju da dobijene
vrednosti nisu apsolutne. Slicne konstatacije dali
su i Holt i Goftner (1985), uocivsi da postoje
promene u aktivnosti stoma (kod kontrolnih
biljaka Senecio vulgaris L.) u periodu od 9-16 sati.
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vezu da su nastale promene u izvesnom stepenu
rezultat osetljivosti, odnosno poveéane otpornosti
razli¢itih populacija na atrazin. Buduéi da su
dobijene relativino male razlike u sadrZaju hlorofila
izmedu R i S populacija, $to je verovatno rezultat
¢injenice da atrazin ne deluje direktno na hlorofil,
ve¢ uti¢e na peroksidaciju lipida u membrani
hloroplasta. Razaranjem hloroplasta izliva se
sadrZzaj i dolazi do gubitka hlorofila (Moreland,
1980). Odredivanje ukupnog sadrzaja hlorofila
Spad-metrom je bazirano na principu apsorpcije
svetlosti (spektrofotometrija) posebnim hlorofil
kompleksima - LHCI i LHCII (Light Harvesting
Complex I i IT; Neskovi¢ i sar., 2003) i vrednosti
se porede sa referentnim vrednostima standarda,
ili kontrolom. Prednost ovakvog merenja je u
tome §to se biljke ne Zrtvuju i promene se mogu
pratititi tokom trajanja eksperimenta. Samo ovim
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pokazateljem, nazalost, ne moze se determinisati
rezistentnost, ve¢ samo utvrditi ili potvrditi razlika
u osetljivosti / rezistentnosti prema atrazinu.
Takode, samo merenje je nezavisno od spoljasnjih
faktora i time je pouzdanije. U relevantnoj
literaturi, za sada, nema podataka o koriséenju
Spad-metra u svrhu determinisanja rezistentnosti
korova prema herbicidima. Njegova primena je
do sada bila usmerena za pracenje sadrZaja azota
u biljkama u cilju planiranja prinosa, ili promena u
fotosintezi nastalih promenom inteziteta svetlosti,
i sl. (Thomson i sar., 1996; Gaboric, 2000). U
nasoj laboratoriji su zapoceta istraZivanja u pravcu
testiranja mogucnosti koris¢enja Spad-metra u cilju
determinisanja rezistentnih korova na herbicide. U
vezi s tim, Pavlovi¢ (2005) potvrduje pouzdanost
merenja  Spad-metrom u  svrhu
osetljivosti  razli¢itih  populacija  Amaranthus
retroflexus L. 1 Abutilon theophrasti Medic. prema
atrazinu.

Dakle, dobijeni rezultati
merenjem fizioloskih parametara moguée razdvojiti

razdvajanja

pokazuju da je

osetljive, odnosno rezistentne populacije Ch. album,
ali ne i dokazivati rezistentnost (Tabela 2). U
tom smislu, najpouzdaniji fizioloski parametar se
pokazao pracenje promena u ukupnom sadrZaju
hlorofila u odnosu na ostale merene parametre
(intenzitet transpiracije, otpor prema difuziji) koji
pokazuju dnevnu dinamiku, $to dovodi do variranja
vrednosti i, samim tim, do nemoguénosti pouzdanog
tumacenja rezultata u vezi sa potvrdivanjem da li je
testirana populacija razvila, ili nije, rezistentnost na
ispitivani herbicid.

Merenja dobijena Spad-metrom mogu obezbediti
brzo, lako, nedestruktivno i relativno pouzdano
razdvajanje i determinisanje osetljive od rezistentne
populacije korova na herbicide &ije je primarno
mesto delovanja fotosistem II.
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Physiological
Parameters as a Basis for
Differentiating between
Chenopodium album L.
Plants Resistant or
Susceptible to Atrazine

SUMMARY

A possibility of using physiological parameters for differentiating resistant
and susceptible plants was investigated. intensity of transpiration, diffusive
resistance and chlorophyll concentrations were measured. The experiments
were carried out in the greenhouse. Seeds were collected from an area con-
tinually treated with atrazine over a period of ten years (locality Veliki Crijeni)
and from treatment-free fields (locality Belgrade). A referent resistant popula-
tion was obtained from Great Britain. Atrazine was applied (2, 4 and 8 kg/ha)
when plants were in a 2-4 leaf growth stage. Parameters were measured on
the 7th and 15th post-treatrment days.

The results showed no significant change in the physiological param-
eters of the treated referent plants. On the other hand, treated plants from
the localities of Veliki Crljeni and Belgrade showed a significant decrease in
the intensity of transpiration and chlorophyll concentration, and increase in
diffusive resistance, compared to untreated plants. Comparing the param-
eters analyzed, statistically significant differences were found between the
domestic populations and the resistant referent population.

Based on the variations found in plant responses to atrazine treatments
(intensity of transpiration and diffusive resistance) in the populations inves-
tigated, we believe that assessment of these physiological parameters alone
cannot provide sufficiently reliable data for differentiating between resistant
and susceptible plants.

Keywords: Resistance; Diffusive resistance; Intensity of transpiration;
Chlorophyll concentration; Chenopodium album L.



